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DESCRIPCIÓN

Medios y métodos para aumentar la producción de adenovirus

La invención se define mediante las realizaciones tal como se caracterizan en las reivindicaciones. Como tal, la 
invención se refiere en una primera realización a un método para aumentar el rendimiento de adenovirus de 
replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1, en el que dichos adenovirus se 5
generan en una célula de producción, comprendiendo el método las etapas de: (a) expresar en dicha célula de
producción un polipéptido pIX adenoviral a partir de una secuencia de ácido nucleico que codifica para dicho 
polipéptido pIX adenoviral bajo el control de al menos un promotor de pIX endógeno mínimo y un promotor 
heterólogo, en el que dicha secuencia de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral es parte 
del genoma adenoviral; y (b) expresar en dicha célula de producción los elementos necesarios para la producción y 10
el ensamblaje de dichos adenovirus a partir de secuencias codificantes correspondientes, aumentando de ese modo 
el rendimiento de dichos adenovirus generados en dicha célula de producción en comparación con el rendimiento de
adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1 generados en
dicha célula de producción en ausencia de dicha secuencia de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX 
adenoviral, en el que el adenovirus es un adenovirus humano del subgrupo D. En otra realización, la invención se 15
refiere a un método para construir una biblioteca de adenovirus tal como se reivindica así como una célula de 
producción tal como se reivindica.

En esta memoria descriptiva, se citan varios documentos incluyendo solicitudes de patente y manuales del 
fabricante. La divulgación de estos documentos no se considera relevante para la patentabilidad de esta invención.

El desarrollo de virus recombinantes para la expresión génica desde la década de 1980 condujo a su amplia 20
aplicación como vectores de expresión génica in vitro así como in vivo. La clonación y expresión de numerosos 
genes, incluyendo ácidos nucleicos no codificantes tales como ARN interferente pequeño usando bibliotecas de 
expresión virales o no virales, se reconoce como una poderosa herramienta en genómica funcional y ya condujo al 
descubrimiento y validación de nuevos genes diana para fármacos.

En particular, a menudo se emplean vectores adenovirales como vectores virales. La construcción de vectores 25
adenovirales puede efectuarse mediante diversos medios. Los primeros protocolos proporcionados en la bibliografía
implicaban cotransfección de células permisivas, habitualmente líneas celulares de complementación génica tales 
como células 293 ó 911, con un plásmido lanzadera que contenía el extremo izquierdo del genoma viral, donde la 
región E1 se reemplazó normalmente por un ácido nucleico que va a expresarse o una unidad de transcripción, y
ADN viral aislado cortado cerca del extremo izquierdo del genoma mediante una enzima de restricción apropiada. Se 30
produce recombinación homóloga in vivo entre secuencias solapantes del plásmido lanzadera y el ADN adenoviral 
produciendo un genoma de virus recombinado que puede replicarse. Una variación de este sistema comprende el 
uso de dos plásmidos que proporcionan cada uno una parte del genoma de adenovirus que no puede replicarse 
individualmente que se cotransfectan en la línea celular de producción de complementación para producir ADN viral 
replicable a través de la recombinación homóloga. La desventaja de la contaminación con virus silvestre, también 35
denominada contaminación con virus wt (wild type, silvestre), se ha superado mediante esta variación. Sin embargo, 
el uso de este método para generar grandes cantidades de vectores de adenovirus recombinantes está limitado por
la baja eficacia de recombinación y eficacia de transfección de ADN de vectores grandes en células productoras
tales como 293. En general, la construcción de vectores adenovirales a través de recombinación homóloga entre dos
entidades de ADN en células eucariotas que soportan la replicación de adenovirus con E1 delecionada conlleva 40
mucho tiempo, y requiere examen y purificación de clones de virus individuales mediante purificación en placa. 

Como mejora con respecto a la clonación clásica y métodos que implican recombinación homóloga para la 
construcción de vectores de adenovirus, se desarrolló un sistema para la construcción de vectores de adenovirus 
mediante recombinación específica de sitio mediada por Cre del bacteriófago P1 (Hardy et al., J. Virol. 71:1842-
1849, 1997). Este método proporciona un medio para generar adenovirus con E1 sustituida con inserción de ADN 45
exógeno en esta región tras la recombinación entre un plásmido lanzadera que contiene la unidad de transducción 
génica y un sitio IoxP, y un vector de adenovirus auxiliar al que se le ha delecionado su señal de empaquetamiento a 
través de recombinación intramolecular entre dos sitios IoxP en células que expresan Cre. Se dio a conocer una 
aplicación de este método para la construcción de adenovirus recombinantes a través de recombinación específica 
de sitio mediada por Cre-Iox entre dos plásmidos en células 293Cre en la patente estadounidense 6.379.943, 50
incorporada en el presente documento como referencia. En un enfoque diferente, Farmer y Quinn (solicitud de 
patente estadounidense US2003/0054555) describen un método para la generación de vectores adenovirales 
recombinantes humanos tipo 5 usando recombinación específica de sitio mediada por Cre-Iox entre un vector 
donador y un vector aceptor que codifican para un genoma de adenovirus con genes delecionados. Las 
recombinasas específicas de sitio implicadas en los procesos de recombinación de los fragmentos de ADN viral son55
proteínas que tienen tanto propiedades de endonucleasa como de ligasa y existen en múltiples organismos. Estas
recombinasas reconocen secuencias específicas de bases en el ADN y median en el intercambio de los segmentos 
de ADN que flanquean esos segmentos. Por tanto, el producto de recombinación resultante consiste en una 
inserción del primer ácido nucleico en el segundo ácido nucleico. En tal caso, los plásmidos son plásmidos circulares 
que contienen una secuencia de reconocimiento de recombinasa en cada ácido nucleico. Alternativamente, hay una60
escisión del fragmento de ácido nucleico entre dos secuencias de reconocimiento de recombinasa en el mismo ácido 
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nucleico, o un intercambio de partes de ácidos nucleicos entre dos ácidos nucleicos que tienen cada uno de los
ácidos nucleicos intercambiados entre dos sitios de reconocimiento presentes en cada uno de los ácidos nucleicos. 
Dos moléculas de ácido nucleico que tienen cada una un sitio de unión a recombinasa específico de sitio que 
pueden reaccionar entre sí formarán una mezcla de productos de reacción cuando se ponen en contacto en 
presencia de una recombinasa que se une a estos sitios. Se han descrito numerosos sistemas de recombinación a 5
partir de diversos organismos. (Landy A., Curr Opin Genet Dev. 3:699-707, 1993; Hoess RH., et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 79:3398-3402,1982; Abremski et al., J Biol Chem 261:391-396, 1986; Esposito D, Scocca JJ, Nucl Acids
Res 25:3605-3614, 1997). Los elementos mejor estudiados de la familia integrasa de recombinasas son el sistema 
integrasa/att de bacteriófago lamda, (Landy A., Current Opinions in Genetics and Devel. 3:699-707, 1993) y el 
sistema Cre/IoxP de bacteriófago P1. Se desarrolló un sistema para la construcción de vectores de adenovirus 10
mediante recombinación específica de sitio mediada por Cre de bacteriófago P1 (Hardy et al., J. Virol. 71:1842-1849, 
1997). Este método proporciona un medio para generar adenovirus con E1 sustituida con inserción de ADN exógeno
en esta región tras la recombinación entre un plásmido lanzadera que contiene la unidad de transducción génica y
un sitio IoxP, y un vector de adenovirus auxiliar al que se le ha delecionado su señal de empaquetamiento a través 
de recombinación intramolecular entre dos sitios IoxP en células que expresan Cre. Se dio a conocer una aplicación15
de este método para la construcción de adenovirus recombinantes a través de recombinación específica de sitio 
mediada por Cre-Iox entre dos plásmidos en células 293 Cre en la patente estadounidense 6.379.943. 

Un problema crítico sigue siendo la reconstitución ineficaz de vectores de adenovirus tras la transfección de un 
genoma recombinante que codifica para un adenovirus en células de producción 293. En la técnica se conoce que la 
ineficacia de ADN de adenovirus aumenta hasta 100 veces si se usan complejos de ADN-PT en lugar de ADN 20
derivado de plásmido. El ADN viral se purifica de manera que la proteína terminal (PT), que está unida 
covalentemente al extremo 5’ de cada cadena del adenovirus bicatenario, permanece intacta. La cotransfección de
complejos de ADN-PT que albergan un sitio IoxP junto con un segundo plásmido que produce ADN adenoviral de 
replicación competente tras recombinación específica de sitio en presencia de Cre recombinasa puede aumentar el 
número de placas virales generadas por g de ADN viral transfectado significativamente (Sharp PA et al., Virology 25
75:442-456, 1976; Chinnadurai G et al., J. Virol. 26:195-199, 1978). La construcción de genomas de adenovirus 
recombinantes a través de la recombinación homóloga de dos fragmentos en células 293 usando ADN-PT 
(complejos de ADN-proteína terminal) se usó además en combinación con una selección positiva con eficacia de 
biblioteca (Elahi SM et al., Gene Ther. 9:1238-1246, 2002); se proporcionan detalles técnicos en la solitud de patente 
estadounidense n.º 2006210965. En este caso, la cotransfección de un plásmido que alberga una ITR y el casete de 30
expresión de proteasa de adenovirus junto con ADN viral-PT delecionado para el gen de proteasa de adenovirus 
produjo cantidades mayores de vectores virales recombinantes. 

El uso de complejos de ADN-PT implica el riesgo de contaminación con ADN de adenovirus infeccioso parental del 
que se derivan los complejos de ADN-PT mediante digestión por restricción. Además, una biblioteca de genomas de 
vector de adenovirus construida por recombinación homóloga o específica de sitio en células 293 puede someterse 35
a un grado significativo de sesgo debido a reordenamientos de ADN y selección de mutantes de virus que tienen 
propiedades de crecimiento variables (por ejemplo, en el caso de bibliotecas de expresión de ADNc en las que la 
expresión del ADNc confiere una ventaja o desventaja de crecimiento) y, por tanto, están sobre o 
infrarrepresentados en la población de la biblioteca. La propagación de una biblioteca de este tipo es crítica, y
además requiere un trabajo de cultivo celular intensivo tal como purificación en placa, y exclusión de adenovirus de 40
replicación competente. Se desea la construcción de una biblioteca no sesgada y pura de genomas de vector de 
adenovirus que contienen un casete de expresión. 

Basándose en un análisis de la evolución molecular de adenovirus, la familia de adenovirus puede dividirse en 5 
géneros. Basándose en la organización genómica de estos géneros, el género Mastadenovirus puede definirse más 
concretamente. A este respecto, la región genómica 1 temprana abarca los productos génicos E1A y E1B-19K y45
E1B-55K seguida por el gen de proteína IX. Entre los Mastadenovirus, los serotipos humanos muestran también esta 
organización genómica. Actualmente, los serotipos de adenovirus humanos se dividen adicionalmente en 5 especies 
(A-F) con 57 elementos identificados actualmente. Las 6 especies de adenovirus humanos forman una agrupación 
relativamente uniforme si bien muestran diferencias en cuanto a replicación, tropismo celular y tisular, uso de 
receptores y patogenia. Los adenovirus de primates no humanos muestran una organización genómica similar a 50
adenovirus humanos y, por tanto, se espera un comportamiento similar (Benkö M y Harrach B, págs. 3-36 en
Adenoviruses: Model and vector in Virus-host interactions. Dörfler W., Böhm P. editores, Springer Verlag 2003). 
Existe una variedad de métodos para generar vectores de Ad5 del subgrupo C que contienen casetes de expresión. 
Los Ad recombinantes se basaban en otros serotipos humanos (por ejemplo, Ad4, Ad7, Ad11 o Ad35) o adenovirus 
animales 0 generados mediante recombinación homóloga tradicional en células o en E. coli o mediante técnicas de 55
clonación clásicas. 

Con frecuencia se observa inestabilidad de los genomas de adenovirus humanos en E. coli, particularmente de los 
adenovirus del subgrupo D, cuando se clonan en plásmidos de alto número de copias. Los ejemplos se aplican a 
genomas virales grandes clonados en vectores plasmídicos (Bzymek M y Lovett ST, Proc Natl Acad Sci U S A. 
98:8319-8325, 2001) y genomas de vector de adenovirus de otros subgrupos (Ruzsics Z. et al., J. Virol. 80:8100-60
8113, 2006). Se clonó el vector de adenovirus 19a humano del subgrupo D por medio de estrategias de clonación
clásicas en cósmidos y mutagénesis asistida por transposón de un clon de BAC de Ad19a. Aunque los genomas 
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pueden mantenerse de manera estable y manipularse en BAC, el procedimiento de selección implica múltiples 
etapas y no hay ningún método disponible aún para una construcción y rápida y fiable de genomas de vector de 
adenovirus usando BAC. Aún no hay disponibles métodos rápidos, aplicables de manera general y eficaces para la 
clonación y manipulación precisa de genomas de adenovirus de serotipo de tipo 5 no humanos para estudios 
detallados de las diversas actividades funcionales y la exploración de su potencial como vectores. 5

Existen varias líneas celulares de producción para la producción a alto título de vectores de adenovirus tipo 5
humanos. Se usan líneas celulares sin secuencias solapantes para la producción conforme a las BPF de vectores de 
Ad5 sin contaminación con adenovirus de replicación competente (RCA). La producción de vectores de adenovirus a 
los que se les ha delecionado la región génica E1 es eficaz en líneas celulares que complementan el defecto génico. 
La línea celular clásica en uso para la producción de adenovirus de primera generación a los que se les ha 10
delecionado la región E1 es HEK293. Otras líneas celulares con propiedades similares incluyen 911, pTG6559, 
Per.C6, GH329, N52.E6, HeLa-E1, UR y VLI-293. Todas las líneas celulares complementan los productos génicos 
E1A y E1B de adenovirus tipo 5 humano. Existen diferencias entre las líneas celulares en cuanto a la 
complementación de proteína pIX. La parte integrada de la secuencia de adenovirus tipo 5 humano en Per.C6 y UR 
y N52.E6 carece del marco de lectura que codifica para la proteína pIX (Kovesdi I y Hedley SJ. Viruses 2010; 15
2:1681-1703).

Para la producción de vectores de adenovirus de serotipo B, se ha usado con éxito la célula Per.C6, sin embargo el 
hAd35 tenía que retener el gen E1B (Seshidhar R et al. Virology 2003; 311:384-393). La producción de adenovirus 
del subgrupo B fue eficaz en líneas celulares basadas en células 293 y células 911 que expresaban el gen E1B-55K, 
superando la incapacidad del adenovirus humano tipo 5 E1B para complementar la función del gen E1B55K de 20
adenovirus distinto de tipo 5 humano. La observación de que vectores de hAd35 con E1 delecionada se replican en 
células Per.C6 cuando el gen E4-ORF6 de hAd35 se intercambió por E4-ORF6 de hAd5 condujo a una mejora 
significativa en la productividad para los adenovirus del subgrupo B y D (Angelique AC. J Gen Virol 2006; 87:2891-
2899; Abbink P. J. Virol. 2007; 81:4654-4663). El reemplazo de E4ORF6 de Ad35, o E4ORF6 de AD49 por E4ORF6
de Ad5, respectivamente, aumentó significativamente el rendimiento de vectores de hAd35 y hAd49 recombinantes 25
producidos en células Per.C6, posiblemente debido a la formación de un complejo funcional de E1B-55K de Ad5 y
E4ORF6 de Ad5 aumentando la exportación de ARNm en dicha célula productora. Este hallazgo contribuyó a una 
solución para la ampliación a escala y la producción del vector de adenovirus del subgrupo B Ad35 que actualmente 
se encuentra en estudios clínicos como vector de vacuna para diversas indicaciones. 

Se ha descrito que pIX de adenovirus tiene muchos papeles (Parks RJ. Mol Ther. 2005; 11:19-25) incluyendo 30
empaquetamiento de genoma, activador de la transcripción, por lo cual se cree que pIX es innecesario para la 
replicación viral. El principal papel de pIX es la estabilización de la cápside conduciendo a resistencia a la 
temperatura mejorada (Colby W.W., y Shenk T. J. Virol 1981; 39:977-980). Por consiguiente, la inclusión de
secuencias que permiten la expresión de proteína pIX en células Per.C6 potencia adicionalmente la estabilidad 
térmica de los vectores de adenovirus producidos. La inclusión del promotor que proporciona suficiente expresión de35
proteína pIX en células de producción confiere estabilidad aumentada de vectores virales, mientras que el
intercambio del E4ORF6 de Ad35 por E4ORF6 de Ad5 aumenta el rendimiento de virus y reduce la razón de 
partícula de virus:p.f.u. (Havenga M. et al. J.Gen.Virol. 2006; 87:2135-2143). Los genomas de Mastadenovirus
humano se disponen con la secuencia codificante para pIX precedida del marco de lectura abierto de E1B-55K. La
secuencia de proteína está altamente conservada y pueden identificarse por tanto codones de iniciación en40
adenovirus tales como adenovirus humano y de chimpancé mediante alineación de secuencias. La secuencia que se 
extiende 100 pb en el sentido de 5’ del codón de iniciación de pIX contiene un promotor en varios de los vectores de 
adenovirus analizados (hAd5, hAd19a, hAd35, hAd49) según un análisis de secuencia bioinformático (Reese, M.G., 
Harris, N.L. y Eeckman, F.H. (1996) “Large Scale Sequencing Specific Neural Networks for Promoter and Splice Site 
Recognition” Biocomputing: Proceedings of the 1996 Pacific Symposium, editado por Lawrence Hunter y Terri E. 45
Klein, World Scientific Publishing Co, Singapur, 1996, 2-7 de enero de 1996, http://www.fruitfly.org/cgi-
bin/seq_tools/promoter.pl). Esta secuencia de promotor puede mediar en una expresión detectable de proteína pIX 
en células de producción. Para una aplicación de vectores de adenovirus humanos y de chimpancé novedosos como
vector de vacuna terapéutica y suministro génico, debe lograrse una producción hasta un título alto a gran escala 
con hasta 10.000 l de volumen de fermentación de cultivo celular. Actualmente, pueden producirse vectores de 50
adenovirus de serotipo D, es decir hAd19a, y vectores de adenovirus de chimpancé en desarrollo clínico con títulos 
de hasta 1010 UI/ml. Con el fin de permitir una amplificación y producción a gran escala, deben lograrse mejoras 
(Ruzsics Z. et al., J. Virol. 80:8100-8113, 2006). El vector de serotipo de adenovirus humano 19a contiene un marco 
de lectura abierto de pIX comenzando el primer ATG en el nt 3454 (número de registro de la secuencia genómica de 
adenovirus tipo 19a humano GI:109115055). El vector de hAd19a usado por Ruszics et al. contenía la secuencia de 55
150 pb en el sentido de 5’ del codón de iniciación de pIX. 

El documento US2009/253184 da a conocer un método para empaquetar partículas adenovirales defectuosas en E1 
en ausencia de cantidades significativas o indetectables de adenovirus de replicación competente. El método implica
introducir un vector adenoviral en líneas celulares de complementación de E1 de la invención, en el que el vector 
contiene un defecto en una o más de la región E1 de adenovirus, elementos cis en 5’ y 3’ de adenovirus necesarios 60
para la replicación y el empaquetamiento, pIX de adenovirus, y/o secuencias reguladoras necesarias para la 
expresión de los genes y transgén adenovirales. El promotor no ha de ser nativo, por ejemplo, el promotor de CMV, 
SV40 o LTR de RSV.
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El problema técnico que subyace a la presente invención era identificar medios y métodos alternativos y/o mejorados 
para la producción de adenovirus. La solución a este problema técnico se logra proporcionando las realizaciones
caracterizadas en las reivindicaciones. 

Por consiguiente, la presente invención se refiere en una primera realización a un método para aumentar el 
rendimiento de adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1, 5
en el que dichos adenovirus se generan en una célula de producción, comprendiendo el método las etapas de: (a) 
expresar en dicha célula de producción un polipéptido pIX adenoviral a partir de una secuencia de ácido nucleico 
que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral bajo el control de al menos un promotor de pIX endógeno mínimo 
y un promotor heterólogo; y (b) expresar en dicha célula de producción los elementos necesarios para la producción 
y el ensamblaje de dichos adenovirus a partir de secuencias codificantes correspondientes, aumentando de ese 10
modo el rendimiento de dichos adenovirus generados en dicha célula de producción, preferiblemente, en 
comparación con el rendimiento de adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción 
parcial en la región E1 generados en dicha célula de producción en ausencia de dicha secuencia de ácido nucleico 
que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral tal como se reivindica. También se describe en el presente 
documento una alternativa del método anterior, en el que en la etapa (a) el polipéptido pIX adenoviral de una 15
secuencia de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral se expresa bajo el control de un 
promotor heterólogo. 

El término “rendimiento”, tal como se usa en el contexto de la producción de virus en células de producción, se 
conoce en la técnica que se refiere al número de virus infecciosos que se recogen de dichas células de producción. 
Puede lograrse la cuantificación de virus para determinar el rendimiento por medio de diversos métodos que 20
proporcionan títulos de virus relativos o absolutos. Por ejemplo, los ensayos basados en placa son métodos bien 
conocidos para determinar la concentración de virus. Los métodos adicionales incluyen, por ejemplo, determinar la 
dosis infectiva de cultivo tisular al 50% (TCID50), realizar ensayos de enfoque fluorescentes, ensayos de proteínas
(por ejemplo, ensayo de hemaglutinación, ensayo bicinconínico, ensayo de inmunodifusión radial individual), 
microscopía electrónica de transmisión (TEM), citometría de flujo, qPCR, o ensayos de inmunoabsorción ligados a 25
enzimas (ELISA). Todos estos métodos se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, Kaufmann, S.H.; 
Kabelitz, D. (2002). Methods in Microbiology vol. 32: Immunology of Infection. Academic Press. ISBN 0-12-521532-0. 
Preferiblemente, se realiza la cuantificación por dilución limitada de reservas de virus e infección de células 293 
seguido por tinción inmunohistoquímica para la proteína hexón o recuento de células fluorescentes (UFF, unidades 
formadoras de fluorescencia) para determinar el rendimiento (Mittereder N. et al. J. Virol. (1996) 70:7498-509). 30

Un “aumento” en el rendimiento tal como puede lograre con el método de la invención, en el que el aumento va a 
determinarse en relación con el rendimiento obtenido en, preferiblemente, el mismo sistema experimental, cuando el 
polipéptido pIX no se expresa según el método de la invención. En otras palabras, cuando un método de producción 
sólo difiere esencialmente del método de la invención en ausencia en que el polipéptido pIX no se expresa según el 
método de la invención, el sistema experimental es el mismo y el rendimiento de virus será menor. Normalmente, el 35
rendimiento de genomas de vector de adenovirus (vg) producido por células oscila entre 1E+03 y 1E+4 genomas por 
célula. En la preparación de adenovirus purificada final, el título logrado con métodos del estado de la técnica oscila 
entre normalmente 1E+10 y 1E+12 vg/ml. Se reconoce que las preparaciones de adenovirus pueden concentrarse 
adicionalmente aplicando métodos conocidos en la técnica. Tal como resulta evidente a partir de la sección de 
ejemplos, estos valores podrían aumentarse significativamente (véase la tabla 3b). Según el método de la invención,40
el rendimiento aumentará, en comparación, al menos el 10% tal como al menos (para cada valor) el 15%, el 20%, el 
30%, el 40%, el 50, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 100%. Más preferiblemente, el rendimiento aumentará en 
comparación al menos (para cada valor) el 110%, tal como el 150%, el 200%, el 250%, el 300%, el 400%, el 500% o
el 750%. Lo más preferido son aumentos en el rendimiento de al menos (para cada valor) el 1000%, el 2000%, el 
3000% o el 4000%. También se prevén mayores aumentos en el rendimiento. 45

El término “de replicación no competente” en el contexto de adenovirus se conoce en la técnica que se refiere a 
adenovirus que no pueden replicarse en una célula huésped tras la infección por dicho virus. Esto puede lograrse 
mediante diversos medios tales como deleción de al menos partes de la región E1, deleción adicional de al menos
partes de la región E1 y E3, o al menos partes de las regiones E2 y E4 (revisado en Russell W.C. J. Gen. Virol. 
(2000) 81:2573-2604). Según la invención, los adenovirus se vuelven de replicación no competente al tener al 50
menos una parte de la región E1 delecionada. Esta parte es crítica para la replicación en una célula huésped de 
manera que, en su ausencia, el virus no puede replicarse en una célula huésped. La deleción abarca al menos una 
parte de la región génica E1A, dando como resultado una proteína que hace que el adenovirus sea de replicación no 
competente. Preferiblemente, se deleciona toda la región E1 que abarca las regiones génicas E1A y E1B. Los genes 
delecionados los complementa funcionalmente una célula de producción. De ese modo, las secuencias que 55
codifican para pIX se mantienen preferiblemente en el genoma del virus. 

Los adenovirus se han estudiado ampliamente durante algunas décadas con la consecuencia de que su estructura, 
organización y secuencia genómicas se han descrito en detalle (Fields BN, Knipe DM, Howley PM, eds. Fields 
Virology. 6ª eds. 2007, Filadelfia: Lippincott-Raven). En resumen, los adenovirus son virus icosaédricos sin envuelta 
que se componen de una nucleocápside y un genoma lineal bicatenario. La familia contiene los géneros60
Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus y Siadenovirus. Preferiblemente, el adenovirus 
pertenece al género Mastadenovirus y es un adenovirus humano. Los adenovirus humanos se agrupan en los 
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subgrupos (también denominados especies en el presente documento) A a F, que comprenden actualmente 57 
serotipos. Dentro de los adenovirus humanos, se prefiere que el adenovirus sea un adenovirus del subgrupo D. 

La organización genómica es similar en todos los diversos géneros de adenovirus. El genoma comprende hasta 40 
genes que se han clasificado como genes tempranos y tardíos. La organización genómica de adenovirus humanos
que pertenecen al género Mastadenovirus se conserva con la región E1A y E1B situadas directamente después de 5
la repetición terminal invertida (ITR) izquierda. El gen temprano retardado de la proteína IX se encuentra sólo en 
Mastadenovirus y se sitúa en todos los adenovirus que pertenecen a este género directamente después del gen E1B 
(Benkö M y Harrach B, págs. 3-36 en Adenoviruses: Model and vector en Virus-host interactions. Dörfler W., Böhm 
P. editores, Springer Verlag 2003).

El término “célula de producción” tal como se usa según la invención se refiere a una célula que se usa para producir 10
los adenovirus según la invención. Las células correspondientes también se denominan en la técnica células de 
empaquetamiento. Como células de producción, pueden usarse células que pueden infectarse mediante adenovirus. 
Para la producción de vectores de adenovirus usados en seres humanos, debe estar disponible un banco de células 
maestro para la producción bajo BPF. Actualmente, este es el caso para 3 células de producción comercialmente
disponibles que incluyen las células 293, Per.C6 y CAP (Kovesdi I y Hedley SJ. Viruses 2010; 2:1681-1703). 15
Preferiblemente, se usan células de mamífero tales como células humanas. La configuración genética de una célula 
de producción depende de la estrategia empleada para generar virus. Según la invención, se producen adenovirus
mediante complementación de elementos adenovirales codificados por secuencias de ácido nucleico introducidas en 
la célula de producción con elementos adenovirales presentes dentro de dicha célula de producción. 

Por tanto, células de producción según la invención son células que se han manipulado de manera que pueden 20
producirse adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1. Dicha 
manipulación se refiere a la expresión de los elementos adenovirales con gen E1 delecionado en la producción de
adenovirus de primera generación con E1 o E1 y E3 delecionadas, y opcionalmente elementos adicionales de la 
región E2 y E4 en vectores de adenovirus de segunda generación. Las secuencias codificantes de dichos elementos 
adenovirales se han incorporado o bien en forma expresable en el ADN genómico de la célula de producción o bien 25
están presentes de manera episomal dentro de dicha célula de producción. Dichos elementos adenovirales
complementan los elementos adenovirales codificados por el genoma adenoviral parcial que se introduce en dicha 
célula de producción por medio de transducción o por medio de transfección. Como resultado de dicha 
complementación, todos los elementos adenovirales necesarios para la producción y el ensamblaje de adenovirus 
de replicación no competente que tienen la región E1 delecionada se expresan en las células de producción según30
la invención. Como consecuencia de todos los elementos incluyendo el polipéptido pIX que está expresándose en 
las células de producción en cultivo, se ensamblan adenovirus de replicación no competente que tienen la región E1
delecionada para formar virus y, por tanto, se producen. Por tanto, el método según la invención puede referirse 
explícitamente a una etapa adicional (c) tras la etapa (b) de cultivo de las células de producción en condiciones
adecuadas para el ensamblaje y la producción. Se conocen bien en la técnica condiciones correspondientes 35
(Armendáriz-Borunda J. et al., J. Biosci. Bioeng. 2011; 112:415-21). El método puede comprender una etapa
adicional tras las etapas mencionadas anteriormente de recogida de los adenovirus producidos. Las técnicas de 
recogida se conocen bien en la técnica e implican normalmente liberación de vectores de adenovirus intracelulares, 
y purificación usando ultracentrifugación cromatográfica o en CsCl, así como descongelación y congelación 
repetidas de las células de producción tal como resulta evidente a partir de la sección de ejemplos. 40

Se conocen en la técnica estrategias de producción correspondientes y se describen, por ejemplo, en Adenovirus 
Methods and Protocols (1998), Editor William S. Wold, Methods in Molecular Medicine volumen n.º: 21. 
Preferiblemente, se emplea un método tal como se describe en Ann E. Tollefson et al. Preparation and Titration of 
CsCl-Banded Adenovirus Stock in Adenovirus Methods and Protocols (1998), Editor William S. Wold, Methods in 
Molecular Medicine volumen n.º: 21 que se basa en la deleción de las regiones génicas E1A y E1B de las 45
secuencias adenovirales introducidas en las células de producción, en el que las células de producción expresan la 
proteína E1A, E1B y pIX. Preferiblemente se usan células 293 y CAP. 

Los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de adenovirus de replicación no competente que 
tienen al menos una parte de la región E1 delecionada son los productos génicos codificados por los siguientes 
genes tempranos y tardíos: E2, E3, E4, genes tardíos L1-L5 y otros productos génicos de adenovirus no 50
delecionados tales como ARN de VA y secuencias que abarcan repeticiones terminales invertidas izquierda y 
derecha, así como la región en el sentido de 3’ de la ITR izquierda que abarca la secuencia de empaquetamiento de 
adenovirus. Se conoce en la técnica que son necesarios productos génicos adenovirales para el ensamblaje y la 
producción de adenovirus tal como se define en el presente documento. Tal como se detalló anteriormente, las 
etapas (a) y (b) del método de la invención proporcionan el ensamblaje y por tanto la producción de los adenovirus 55
de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1 en las células de producción 
con un rendimiento aumentado en comparación con el rendimiento de adenovirus de replicación no competente que 
tienen al menos una deleción parcial en la región E1 generados en dicha célula de producción en ausencia de dicha 
secuencia de ácido nucleico que comprende la secuencia codificante para dicho polipéptido pIX adenoviral. 

Preferiblemente, el adenovirus tal como se genera según el método de la invención también comprende un transgén 60
o unidad de transcripción para la expresión de los genes de adenovirus que van a complementarse y expresarse. 
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Por tanto, la célula de producción célula también comprende una secuencia transgénica o bien como parte de una 
secuencia de ácido nucleico que se ha introducido en dicha célula por medio de transducción o transfección, por 
ejemplo como parte del mismo constructo que codifica para los elementos adenovirales, o bien como parte de la 
célula de producción que está presente dentro del ADN genómico de dicha célula o sobre una molécula de ácido 
nucleico episomal (Lassam NJ. Cell. 1979; 18:781-91; Kovesdi I y Hedley SJ. Viruses 2010; 2:1681-1703). 5

La “secuencia de ácido nucleico que codifica para el polipéptido pIX”, es decir la secuencia codificante para el 
polipéptido pIX adenoviral, comprende la información genética de modo que tras la expresión se obtiene un 
polipéptido pIX adenoviral. Dicha secuencia codificante puede comprender secuencias codificantes que se 
encuentran de manera natural en adenovirus, es decir el gen de pIX, así como la secuencia de ADNc y secuencias 
codificantes de pIX mutadas (que comprenden, por ejemplo, deleciones, adiciones o sustituciones) siempre que 10
dichos mutantes sigan siendo funcionales en el sentido de la invención, es decir aumentan el rendimiento de virus. 
Por tanto, la invención también incluye fragmentos de la secuencia codificante de pIX y por tanto también 
fragmentos del polipéptido pIX (polipéptidos pIX parciales), siempre que dichos fragmentos de polipéptido pIX sigan 
siendo funcionales en el sentido descrito en el presente documento. El experto puede determinar experimentalmente 
si una secuencia de pIX mutada es en este sentido funcional, por ejemplo, comparando los rendimientos obtenidos 15
con una secuencia codificante de pIX mutada y una secuencia codificante de pIX no mutada. La ubicación del gen 
pIX dentro del genoma de un adenoviurs es en el sentido de 3’ de la región génica E1B y en el sentido de 5’ de la 
región génica L1-52K tardía principal. En el adenovirus Ad19a, la secuencia codificante de pIX se extiende desde el 
codón de iniciación en la posición 3454 hasta la posición 3858 de la secuencia de ADN de Ad19a depositada en el 
National Center for Biotechnology Information (NCBI), 8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 EE.UU., con el 20
número de registro CS301726 (número de versión GI:109115055), que puede recuperarse usando la dirección de 
internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, y dicho número de registro. El experto en la técnica puede identificar la 
secuencia codificante de pIX en otros adenovirus basándose en métodos bien establecidos tales como, por ejemplo, 
alineaciones de secuencia de supuestas secuencias codificantes de pIX con secuencias codificantes de pIX 
conocidas. En este sentido y para evaluar el nivel de identidad entre dos secuencias de nucleótidos o proteína, 25
pueden alinearse electrónicamente usando programas informáticos adecuados conocidos en la técnica. Tales 
programas comprenden BLAST (Altschul et al., J. Mol. Biol. 1990, 215: 403), variantes de los mismos tales como 
WU-BLAST (Altschul & Gish, Methods Enzymol. 1996, 266: 460), FASTA (Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1988, 85: 2444) o implementaciones del algoritmo de Smith-Waterman (SSEARCH, Smith & Waterman, J. Mol. 
Biol. 1981, 147: 195). Estos programas, además de proporcionar una alineación de secuencias por parejas, también 30
notifican el nivel de identidad de secuencia (habitualmente en porcentaje de identidad) y la probabilidad de aparición 
de la alineación por casualidad (valor de P). Pueden usarse programas tales como CLUSTALW (Higgins et al., 
Nucleic Acids Res. 1994, 22: 4673) para alinear más de dos secuencias. Lo mismo es cierto también para la 
secuencia requerida para la actividad del promotor de pIX ubicado en el sentido de 5’ del codón de iniciación de la 
secuencia codificante de pIX. 35

El término “polipéptido” según la presente invención describe un grupo de moléculas que consisten en más de 30 
aminoácidos. Los polipéptidos pueden formar además dímeros, trímeros y oligómeros superiores, es decir que 
consisten en más de una molécula de polipéptido. Las moléculas de polipéptido que forman tales dímeros, trímeros, 
etc. pueden ser idénticas o no idénticas. Las estructuras de orden superior correspondientes se denominan, por 
consiguiente, homo o heterodímeros, homo o heterotrímeros, etc. Los homo o heterodímeros etc. también se 40
encuentran bajo la definición del término “polipéptido”. Los términos “polipéptido” y “proteína” se usan de manera 
intercambiable en el presente documento y también se refieren a polipéptidos modificados de manera natural en los 
que la modificación se efectúa por ejemplo mediante glicosilación, acetilación, fosforilación y similares. Tales 
modificaciones se conocen bien en la técnica.

Las secuencias de ácido nucleico (incluyendo secuencias codificantes, secuencias de promotor, secuencias 45
genómicas, etc. a las que se hace referencia en el presente documento), según la presente invención, incluyen ADN, 
tal como ADNc o ADN genómico, y ARN. Se incluyen además moléculas que imitan a ácido nucleico conocidas en la 
técnica tales como derivados sintéticos o semisintéticos de ADN o ARN y polímeros mixtos, tanto cadenas sentido 
como antisentido. Pueden contener bases de nucleótidos no naturales o derivatizadas adicionales, tal como 
apreciarán fácilmente los expertos en la técnica. En una realización preferida el polinucleótido o la(s) molécula(s) de 50
ácido nucleico es/son ADN. Tales moléculas que imitan a ácido nucleico o derivados de ácido nucleico según la 
invención incluyen ácido nucleico de fosforotioato, ácido nucleico de fosforamidato, ácido ribonucleico de 2’-O-
metoxietilo, ácido nucleico de morfolino, ácido nucleico de hexitol (HNA), ácido nucleico peptídico (PNA) y ácido 
nucleico bloqueado (LNA) (véase, por ejemplo, Braasch y Corey, Chemistry & Biology 8, 1-7 (2001)). LNA es un 
derivado de ARN en el que el anillo de ribosa está constreñido por una unión de metileno entre el 2’-oxígeno y el 4’-55
carbono. 

Según la invención, el promotor que dirige la expresión del polipéptido pIX, en una realización, es una combinación 
de al menos un promotor de pIX mínimo adenoviral endógeno, es decir el promotor de pIX de la especie de 
adenovirus cuyo rendimiento va a aumentarse, y un promotor heterólogo, es decir que se origina a partir de una 
especie de adenovirus diferente o que no se origina a partir de un adenovirus en absoluto. En este sistema mínimo, 60
el promotor de pIX consiste en la secuencia requerida para la actividad del promotor de pIX. Preferiblemente, dicha 
secuencia está ubicada inmediatamente en el sentido de 5’, es decir sin secuencias intermitentes, del codón de 
iniciación de la secuencia codificante de pIX, en el que la secuencia es la secuencia presente en el ADN genómico 
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del respectivo adenovirus. En otras palabras, un promotor correspondiente comprende al menos o consiste en la 
secuencia requerida para la actividad del promotor de pIX ubicada en el sentido de 5’ del codón de iniciación de la 
secuencia codificante de pIX en relación con el ADN viral genómico. El promotor de pIX se ha analizado en detalle y 
la secuencia activa mínima se ha identificado usando el método de NNPP para encontrar promotores eucariotas y 
procariotas en una secuencia de ADN (Reese, M.G. Diploma Thesis, 1994, German Cancer Research Center, 5
Heidelberg; Reese, M.G. y Eeckman, F.H. (1995) “Novel Neural Network Algorithms for Improved Eukaryotic 
Promoter Site Recognition”. The Seventh International Genome Sequencing and Analysis Conference, Hilton Head 
Island, Carolina del Sur; Reese, M.G., Harris, N.L. y Eeckman, F.H. (1996) “Large Scale Sequencing Specific Neural 
Networks for Promoter and Splice Site Recognition” Biocomputing: Proceedings of the 1996 Pacific Symposium 
editado por Lawrence Hunter y Terri E. Klein, World Scientific Publishing Co, Singapur, 1996, 2-7 de enero de 1996). 10
Se entiende que la invención no está limitada a un promotor de pIX mínimo, sino que debe estar presente al menos 
un promotor de pIX mínimo. Por tanto, el promotor de pIX puede incluir además secuencias de promotor de pIX 
adenoviral. Por ejemplo, y con respecto a la secuencia de adenovirus de serotipo 19a humano del subgrupo D, la 
secuencia de promotor de pIX requerida para la actividad del promotor de pIX comienza en la posición 3390, es 
decir inmediatamente en el sentido de 5’ del codón de iniciación de la secuencia codificante de pIX, e incluye al 15
menos la secuencia hasta la posición 3439 con respecto a la secuencia de ADN de serotipo 19a disponible con el 
número de registro CS301726 (número de versión GI:109115055). La secuencia de promotor de pIX puede 
extenderse adicionalmente en el sentido de 5’ tal como, hasta 100 pb en el sentido de 3’ del codón de iniciación de 
la proteína E1B-55K correspondiente a la posición 1982 de toda la secuencia genómica de serotipo 19a, o hasta 
(para cada valor) 500, 750, 1000, 1250 ó 1500 pb en el sentido de 3’ de dicha posición. El experto puede identificar 20
la secuencia de promotor requerida para la actividad del promotor de pIX en cualquier adenovirus mediante métodos 
de rutina, tales como los explicados de manera resumida anteriormente en el presente documento incluyendo 
alineaciones de secuencias. El promotor de pIX endógeno está ubicado en el sentido de 3’ de un promotor 
heterólogo que puede aumentar el nivel de expresión del polipéptido pIX por encima del nivel de expresión logrado 
cuando sólo el promotor de pIX endógeno dirige la expresión del polipéptido pIX. Preferiblemente, el aumento es un 25
aumento de al menos (para cada valor) el 10%, tal como el 20%, el 30%, el 40% y el 50%. Se prefieren más 
aumentos de al menos (para cada valor) el 60%, el 80%, el 100%, el 200%, el 500% y lo más preferido aumentos de 
al menos el 1000%, en el que también se prevén aumentos superiores. En otras palabras, el promotor heterólogo es 
un promotor de la expresión que puede aumentar el nivel de expresión del polipéptido pIX en combinación con el 
promotor de pIX endógeno y en comparación con este último promotor solo. Se conocen en la técnica diversos 30
promotores de expresión que pueden mediar en la expresión en una célula de producción dada. Estos promotores 
de expresión pueden someterse a prueba según el método de la invención en cuanto a si pueden aumentar el nivel 
de expresión del polipéptido pIX por encima del nivel de expresión logrado cuando sólo el promotor de pIX endógeno 
dirige la expresión del polipéptido pIX. Por ejemplo, el promotor heterólogo puede ser un promotor de pIX 
heterólogo, en el que las definiciones anteriores para el promotor de pIX endógeno se aplican completamente al 35
promotor de pIX heterólogo. Preferiblemente, los promotores de pIX heterólogos se usan sólo como promotores 
heterólogos en combinación con promotores de pIX endógenos, en cuyo caso el promotor heterólogo en el punto (ii), 
es decir el promotor alternativo que controla la expresión del polipéptido pIX descrito en el presente documento, no 
es un promotor de pIX heterólogo. Como alternativa a la combinación descrita anteriormente de promotor de pIX 
endógeno y promotor heterólogo, se describe en el presente documento que puede usarse un promotor heterólogo 40
solo para dirigir la expresión del polipéptido pIX. Se entiende que deben lograrse los mismos requisitos en cuanto al 
aumento de los niveles de expresión del polipéptido pIX tal como se estipula para la combinación de promotor de pIX 
endógeno y promotor heterólogo definida anteriormente en el presente documento. Como tales, algunos promotores 
heterólogos que pueden usarse en combinación con el promotor de pIX endógeno no pueden usarse aislados. El 
promotor heterólogo puede ser un promotor constitutivo o inducible. Se seleccionan promotores heterólogos, por 45
ejemplo, del grupo que consiste en CAG, CMV, PKG, SV40, EF1alfa y RSV. La secuencia codificante de pIX y el 
promotor son parte de una secuencia de ácido nucleico, en la que la secuencia de ácido nucleico puede ser parte de
las secuencias adenovirales introducidas en las células de producción por medio de transducción o transfección 
adenoviral, o, alternativamente, puede estar presente en la célula producción. Tal como se reivindica, la secuencia 
de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral bajo el control del promotor es parte del genoma 50
adenoviral. 

Las etapas (a) y (b), preferiblemente, se realizan simultáneamente para garantizar la presencia de polipéptido pIX 
durante el ensamblaje y la producción de adenovirus. Si se cumple este último requisito, la etapa (a) puede 
realizarse antes de la etapa (b). Generalmente, la expresión del polipéptido pIX ha de mantenerse siempre que 
vayan a producirse adenovirus. 55

Se ha descrito que el polipéptido pIX de adenovirus puede tener muchos papeles (Parks RJ. Mol Ther. 2005; 11:19-
25) incluyendo en el empaquetamiento del genoma y como activador de la transcripción, por lo cual se cree que pIX 
es prescindible para la replicación viral. El papel principal de pIX es la estabilización de la cápside que conduce a 
resistencia a la temperatura mejorada (Colby W.W., y Shenk T. J.Virol 1981; 39:977-980). Varias líneas celulares de 
producción de adenovirus, por ejemplo, células 293, contienen secuencias de E1A/E1B contiguas que abarcan el 60
pIX de adenovirus tipo 5 humano, mientras que otras líneas celulares (Per.C6) carecen de secuencias de pIX 
(Kovesdi I., y Hedley S.J. Viruses 2:1681-1703, 2010). Se ha demostrado la producción de vectores de adenovirus 
de tipo distinto de 5 en células 293 para Ad19a humano (Ruzsics Z et al., J. Virol. 80:8100-8113, 2006) y vectores de 
adenovirus C68 de chimpancé con un rendimiento variable. Sorprendentemente, se encontró que el polipéptido pIX, 

E13735005
21-03-2018ES 2 663 688 T3

 



9

cuando se expresa durante la producción de adenovirus según la presente invención, da como resultado un 
aumento en el rendimiento de adenovirus. Tal como resulta evidente a partir de la sección de ejemplos, pudieron 
observarse aumentos significativos en experimentos realizados en adenovirus serotipo 19a humano. Los aumentos 
en el rendimiento pudieron observarse independientemente del método para introducir secuencias adenovirales en 
las células de producción. Este hallazgo es importante en vista del continuo interés en vectores de adenovirus y 5
vacunas ya que permite establecer métodos de producción con rendimiento alto y fiable. La expresión de pIX según 
la presente invención también aumentó la eficiencia de reconstitución de vectores de adenovirus tras la transfección 
del genoma del virus en células 293. Las aplicaciones de esta invención incluyen la generación de bibliotecas 
basadas en adenovirus, tales como una biblioteca de expresión, que pueden generarse ahora de manera más 
eficiente. Se entiende que el aumento en el rendimiento puede desempeñar una parte particularmente importante en 10
la producción de adenovirus a gran escala, en donde aumentos incluso mínimos en el rendimiento pueden 
proporcionar ventajas significativas (por ejemplo, financieras). Tal producción a gran escala se refiere a producción 
de adenovirus en fermentadores de al menos 2000 l tales como fermentadores de al menos (para cada valor) 3000 l, 
4000 l, 5000 l, 6000 l, 7000 l, 8000 l, 9000 l o más de 10000 l. 

Las definiciones en relación con la realización principal facilitadas anteriormente en el presente documento, también 15
se aplican cambiando lo que se deba cambiar a las realizaciones a continuación en el presente documento a menos 
que se establezca explícitamente otra cosa. 

En una realización adicional, la invención se refiere a un método para la construcción de una biblioteca de 
adenovirus de replicación no competente, en el que los adenovirus tienen al menos una deleción parcial en la región 
E1, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una o más secuencias de ácido nucleico en forma expresable 20
que comprenden al menos dos genomas adenovirales parciales, comprendiendo además cada genoma adenoviral 
parcial al menos un transgén, en el que los al menos dos genomas adenovirales parciales y/o los dos transgenes 
difieren entre sí; (b) introducir la una o más secuencias de ácido nucleico de la etapa (a) en células de producción 
que comprenden una o más secuencias de ácido nucleico en forma expresable que comprenden un genoma 
adenoviral parcial que complementa cada genoma adenoviral parcial comprendido por la una o más secuencias de 25
ácido nucleico de la etapa (a) mediante transfección, en el que cada genoma adenoviral complementado codifica 
para los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de dichos adenovirus diferentes y comprende la 
secuencia codificante para un polipéptido pIX adenoviral bajo el control de al menos un promotor de pIX endógeno 
mínimo y un promotor heterólogo; y (c) cultivar las células de producción en condiciones adecuadas para el 
ensamblaje y la producción de dichos adenovirus diferentes, construyendo de ese modo dicha biblioteca de 30
adenovirus de replicación no competente tal como se reivindica. También se describe en el presente documento una 
alternativa del método anterior para la construcción de una biblioteca de adenovirus de replicación no competente, 
en el que la secuencia codificante para un polipéptido pIX adenoviral está bajo el control de un promotor heterólogo. 

Las definiciones de la realización principal también se aplican a esta realización cambiando lo que se deba cambiar, 
en particular y sin limitación lo que se refiere a las secuencias codificantes de pIX, secuencias de promotor de pIX, 35
promotor heterólogo, transgén, células de producción, estrategia de producción de adenovirus, condiciones de 
cultivo adecuadas para el ensamblaje y la producción de adenovirus. 

Se conocen en la técnica bibliotecas de adenovirus que se refieren a una colección de virus que difieren entre sí, en 
las que la biblioteca puede adoptar la forma de células de producción que albergan dichos virus, virus aislados o 
secuencias de ácido nucleico de adenovirus que codifican para dichos adenovirus que constituyen la biblioteca. 40
Según la presente invención, una biblioteca de adenovirus se refiere a la colección de al menos dos adenovirus de 
replicación no competente diferentes que tienen al menos una deleción en la región E1, preferiblemente al menos 
10, 100, 103, 104, 105 o al menos 106, generados en células de producción. 

Tal como se detalló anteriormente para la reivindicación principal, la producción de un adenovirus se basa en la 
introducción de secuencias adenovirales en las células de producción que ya comprenden secuencias adenovirales 45
de modo que, tras la introducción, todos los elementos necesarios para el ensamblaje y la producción de adenovirus 
pueden expresarse a partir de las secuencias adenovirales presentes en la célula. Como tal, el genoma adenoviral 
parcial tal como se le hace referencia en la etapa (a) de esta realización lo complementará la célula de producción. 
No es necesario que el genoma adenoviral parcial se asemeje a un tramo contiguo del genoma de adenovirus sino 
que puede comprender secuencias adicionales intermitentes, tales como el transgén, secuencias reguladoras 50
adicionales o puede comprender deleciones o adiciones terminales. Los al menos dos genomas de adenovirus 
parciales pueden estar codificados por la misma secuencia de ácido nucleico o pueden estar cada uno compuesto 
por una secuencia de ácido nucleico independiente. Dicha secuencia de ácido nucleico debe estar en forma 
expresable de modo que los elementos codificados por dicha secuencia puedan expresarse tras la introducción en la 
célula de producción. Esto puede lograrse mediante métodos bien conocidos en la técnica e incluye habitualmente la 55
presencia de promotores, en los que los promotores pueden ser los promotores adenovirales endógenos que dirigen 
cada uno la expresión del gen asociado endógenamente o vectores de expresión heterólogos. Los al menos dos 
adenovirus que constituyen la biblioteca generada según el método de la invención deben ser diferentes. Esto se 
logra proporcionando secuencias que constituyen el genoma adenoviral parcial que son diferentes y preferiblemente 
dan como resultado un fenotipo diferente del respectivo adenovirus. Alternativamente o además, el transgén puede 60
ser diferente. De manera concebible, si el genoma adenoviral es diferente en el sentido de que se requieren 
diferentes secuencias de complementación en las células de producción para el ensamblaje y la producción de virus, 
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la célula de producción para cada secuencia de ácido nucleico que comprende un genoma adenoviral parcial debe 
ser diferente y la introducción en la etapa (b) debe realizarse selectivamente. Preferiblemente, los requisitos para las 
células de producción son los mismos que para los al menos dos genomas adenovirales, permitiendo así la 
construcción de la biblioteca de adenovirus basándose en una clase de célula de producción. 

Según la etapa (b) del método de la invención, las secuencias de ácido nucleico de la etapa (a) se introducen por 5
medio de transfección. El término “transfección” según la invención se refiere a la introducción de secuencias de 
ácido nucleico en una célula eucariota por medio de métodos no virales tales como, por ejemplo, métodos basados 
en sustancias químicas (fosfato de calcio, liposomas, DEAE-dextrano, polietilenimina, nucleofección), métodos no 
químicos (electroporación, sonoporación, transfección óptica, electrotransferencia de genes, suministro 
hidrodinámico), y métodos basados en partículas (pistola génica, magnetofección, impalefección). 10

El método puede comprender la etapa adicional de recoger al menos dos adenovirus diferentes tras la etapa (c). 

El hallazgo de que la expresión del polipéptido pIX adenoviral tal como se define en el presente documento aumenta 
el rendimiento, en particular cuando se transfectan secuencias adenovirales, es especialmente ventajoso cuando se 
construyen bibliotecas adenovirales que se basan en la introducción de los diferentes constructos de ácido nucleico 
adenoviral por medio de transfección. De este modo, el rendimiento de los diferentes adenovirus generados puede 15
potenciarse significativamente y aumentarse la complejidad de una biblioteca. La complejidad de una biblioteca está 
determinada por el número de adenovirus diferentes presentes en la mezcla de adenovirus complejos resultantes en 
comparación con el número transfectado inicialmente de diferentes constructos de ácido nucleico adenovirales. Sin 
querer restringirse o limitarse a una teoría científica específica, se supone que el polipéptido pIX afecta 
ventajosamente a la reconstitución del adenovirus en las células de producción. En una versión alternativa de esta 20
realización, la una o más secuencias de ácido nucleico de la etapa (a) se introducen mediante transducción. 

En una realización preferida del primer método de la invención mencionado, la una o más de dichas secuencias 
codificantes de la etapa (b) se introducen en la célula de producción para la expresión (a) mediante transducción 
usando los adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1 que 
van a producirse en la célula; o (b) mediante transfección. 25

El término “transducción” tal como se usa según el método de la invención se refiere a la introducción de secuencias 
codificantes de la etapa (b) en dicha célula de producción mediante infección con el adenovirus que va a producirse 
en dicha célula de producción. El término “transfección” se ha definido anteriormente en el presente documento, 
aplicándose dicha definición cambiando lo que se deba cambiar también a esta realización. Tal como puede 
observarse a partir de la sección de ejemplos, puede lograrse un aumento en el rendimiento con ambos métodos 30
para introducir la una o más secuencias codificantes, sin embargo, con una magnitud diferente. Cuando se 
introducen ácidos nucleicos que codifican para un adenovirus de replicación no competente tal como se define en el 
presente documento por medio de transfección en células de producción, el rendimiento resultante de adenovirus 
aumentó fuertemente hasta 39 veces cuando además del promotor de pIX proximal endógeno al menos estaba 
presente un promotor heterólogo adicional. Se usó la combinación del promotor mínimo de pIX de adenovirus tipo 5 35
humano y/o el promotor de SV40. En una configuración diferente, se imitó un proceso de fermentación y se 
transdujeron las células de producción con una cantidad definida de inóculo de virus. En este ejemplo la presencia 
de secuencias de promotor además de la secuencia de promotor proximal endógeno en el sentido 5’ del codón de 
iniciación de pIX aumentó el rendimiento de virus y acortó el tiempo hasta la recogida. Esto tiene implicaciones para 
la fermentación eficaz y productiva a gran escala. 40

Tal como se reivindica, el adenovirus es un adenovirus humano del subgrupo D, tal como serotipo 19a. En otra 
realización preferida de la invención, el método comprende además la etapa de evaluar el nivel de expresión de 
dicha proteína pIX en la célula de producción y/o el aumento del rendimiento de dichos adenovirus. 

Se entiende que dependiendo de qué resultado va a evaluarse, puede realizarse dicha etapa adicional sólo tras 
haberse producido los adenovirus. La evaluación del aumento del rendimiento de los adenovirus de replicación no 45
competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1 se realizará tras haberse recogido dichos virus, 
mientras que la evaluación del nivel de expresión de dicha proteína pIX en la célula de producción puede realizarse 
tras la etapa (a) del método de la invención. La evaluación de dichos parámetros, en particular en combinación, 
puede ser ventajosa en la optimización (adicional) de la producción de adenovirus tal como se define en el presente 
documento. 50

En una realización adicional, la invención se refiere a una célula de producción para generar adenovirus humanos de 
replicación no competente del subgrupo D con la excepción del serotipo 19a que tiene al menos una deleción parcial 
en la región E1, que comprende secuencias de nucleótidos que codifican para un polipéptido pIX adenoviral bajo el 
control de (a) al menos un promotor de pIX mínimo endógeno y un promotor heterólogo; y (b) secuencias 
codificantes para los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de dichos adenovirus del subgrupo D. 55
En una alternativa descrita en el presente documento, la célula de producción comprende secuencias de nucleótidos 
que codifican para un polipéptido pIX adenoviral bajo el control de un promotor heterólogo y secuencias codificantes 
para los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de dichos adenovirus del subgrupo D. 
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Las definiciones de la realización principal también se aplican a esta realización cambiando lo que se deba cambiar, 
en particular y sin limitación lo que se refiere a las secuencias codificantes de pIX, secuencias de promotor de pIX, 
promotor heterólogo, transgén, célula de producción, estrategia de producción de adenovirus, condiciones de cultivo 
adecuadas para el ensamblaje y la producción de adenovirus. 

Según la invención, una célula de producción tal como se define en esta realización puede usarse, por ejemplo, 5
según el método de la invención, para lograr un aumento en el rendimiento de adenovirus humanos de replicación 
no competente del subgrupo D con la excepción del serotipo 19a. 

En una realización preferida del método o la célula de producción de la invención, el adenovirus del subgrupo D se 
selecciona del grupo que consiste en los serotipos 8, 9, 13, 15, 17, 19, 20, 22 a 25, 27 a 30, 32, 33, 36 a 39, 42 a 49 
y 51. 10

En otra realización preferida del método o la célula de producción de la invención, la célula de producción se 
selecciona del grupo que consiste en una célula de producción HEK293, una célula de producción Per.C6, una 
célula CAP, una célula de producción GH329 y una célula de producción pTG6559. Tal como se ha explicado de 
manera resumida anteriormente en el presente documento, el sistema de la célula de producción dicta qué 
secuencias adenovirales tienen que introducirse en la célula de producción con el fin de tener todos los elementos 15
adenovirales necesarios para el ensamblaje y la producción expresados en dicha célula de producción. Cuando se 
usa la célula HEK293, en los vectores de adenovirus pueden delecionarse las regiones génicas E1A y E1 B así 
como opcionalmente el gen de pIX. La célula HEK 293 se transformó mediante inserción de las secuencias de E1A y 
E1B de adenovirus tipo 5 humano desde el nucleótido 1 al 4344 en el cromosoma 19 a 19q13.2 (Graham F.L. et al.
J. Gen. Virol. 1977; 36:59-74). La célula PER.C6 se derivó de retinoblastos embrionarios humanos y contiene las 20
secuencias de E1A y E1B de adenovirus tipo 5 humano desde el nucleótido 459 hasta el 3510. Por consiguiente, en 
los respectivos genomas de adenovirus que van a introducirse en células PER.C6 pueden delecionarse las regiones 
génicas E1A y E1B (Fallaux F.J. et al., Hum. Gene Ther. 1998; 9:1909-1917). Las células CAP son similares a las 
células N52.E6 derivadas de amniocitos humanos transformadas por los genes E1A y E1B de adenovirus tipo 5 
humano. Las células tienen las regiones génicas e1A y E1B desde el nucleótido 459-3510 insertadas en el genoma, 25
y además un casete de expresión diferenciado para la expresión de pIX (Schiedner G. et al., Hum. Gene Ther. 2000;
11:2105-2116). Por consiguiente, para las células HEK293, PER.C6 y CAP, en los respetivos genomas de 
adenovirus que van a introducirse pueden delecionarse las regiones génicas E1A y E1B. Estas células pueden 
generarse según las instrucciones facilitadas en los artículos científicos mencionados anteriormente y, además, 
están disponibles comercialmente. Preferiblemente, se usan las células de producción HEK293, Per-C6 o CAP 30
según la invención. 

En una realización adicional preferida del método o la célula de producción de la invención, el promotor heterólogo 
es (a) un promotor de pIX mínimo heterólogo; o (b) se selecciona del grupo que consiste en un promotor viral, un 
promotor celular, promotor sintético y un promotor híbrido. 

Las definiciones tal como se detallaron anteriormente en el presente documento con respecto al promotor de pIX 35
mínimo heterólogo y el promotor heterólogo se aplican cambiando lo que se deba cambiar a esta realización. Se 
conocen en la técnica promotores virales, celulares, sintéticos e híbridos y pueden usarse según el método de la 
invención siempre que puedan aumentar el nivel de expresión del polipéptido pIX por encima del nivel de expresión 
logrado sólo cuando un promotor de pIX endógeno dirige la expresión del polipéptido pIX. Todos los promotores 
heterólogos, incluyendo promotores híbridos o sintéticos que comprenden elementos de más un promotor, pueden 40
someterse a prueba para determinar su capacidad para aumentar el nivel de expresión del polipéptido pIX por 
encima del nivel de expresión logrado cuando sólo un promotor de pIX endógeno dirige la expresión del polipéptido 
pIX. Los ejemplos de promotores celulares incluyen sin limitación PKG, metalotioneína, EF1-alfa y beta-actina. 

En una realización adicional preferida del método o la célula de producción de la invención, el promotor de pIX 
mínimo heterólogo de (a) se origina a partir de un adenovirus serotipo 5 humano. 45

Tal como resulta evidente a partir de la sección de ejemplos, la combinación del promotor de pIX de adenovirus 
serotipo 5 humano era suficiente para lograr un aumento significativo en el rendimiento de virus en un protocolo para 
la reconstitución de virus. 

En otra realización preferida del método o la célula de producción de la invención, el promotor heterólogo de (b) se 
selecciona del grupo que consiste en CAG, CMV, PKG, SV40, EF1alfa y RSV. 50

El uso de promotores de expresión virales está bien establecido en la técnica y cada uno de los parámetros 
anteriores está bien caracterizado con respecto a su actividad y sistema estructural. Además, cumplen los requisitos 
funcionales de la invención con respecto al aumento del nivel de expresión de polipéptido pIX. Como tales, son muy 
adecuados para su uso como promotores heterólogos según la invención. 

En una realización preferida del método o la célula de la invención, la secuencia codificante para dicho polipéptido 55
pIX adenoviral está también bajo el control de un promotor heterólogo adicional. 

Las definiciones facilitadas anteriormente en el presente documento con respecto a promotores heterólogos se 
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aplican cambiando lo que se deba cambiar a esta realización preferida, en particular con respecto a la naturaleza de 
los promotores heterólogos y sus combinaciones de promotores heterólogos entre sí o con promotores de pIX 
endógenos. En esta realización, un promotor heterólogo adicional dirige la expresión de la secuencia codificante de 
pIX además de los promotores tal como se reivindica en la etapa (a) del método de la invención en la realización 
principal y en la etapa (a) del método alternativo descrito en el presente documento. En otras palabras, en la etapa 5
(a) tal como se reivindica el promotor de pIX endógeno puede estar ubicado en el sentido de 3’ de dos promotores 
heterólogos y el promotor heterólogo según el método alternativo descrito en el presente documento puede estar 
ubicado en el sentido de 3’ de un promotor adicional. Incluso se prefiere más que al menos uno de los dos 
promotores heterólogos sea un promotor de pIX heterólogo en esta realización. Lo mismo se aplica también al 
método alternativo descrito en el presente documento. Por ejemplo, los promotores que dirigen la expresión de la 10
secuencia codificante de pIX son el promotor de pIX endógeno, el promotor de pIX de adenovirus serotipo 5 humano 
heterólogo y un promotor de SV40; por ejemplo, los promotores según el método alternativo que dirigen la expresión 
de la secuencia codificante de pIX son un promotor de pIX de adenovirus serotipo 5 humano heterólogo y un 
promotor de SV40. Lo anterior se ha descrito con respecto a la realización principal, pero se aplica explícitamente 
cambiando lo que se deba cambiar a las otras realizaciones de la invención. Tal como puede observarse a partir de 15
la sección de ejemplos, se ha mostrado que un sistema de promotor triple correspondiente de promotor de pIX 
endógeno y dos promotores heterólogos es muy eficaz en el aumento del rendimiento en diferentes escenarios de 
generación de adenovirus. La presencia de dos promotores heterólogos se espera que logre también un aumento 
significativo del rendimiento.

También se describe en el presente documento el uso de un polipéptido pIX adenoviral para aumentar el 20
rendimiento de adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una deleción parcial en la región E1 
en una célula de producción, en el que dichos adenovirus se generan según el método de la invención. 

Tal como se ha explicado anteriormente en el presente documento en detalle así como se documenta en la sección 
de ejemplos, el uso del polipéptido pIX adenoviral es ventajoso porque aumenta significativamente el rendimiento de 
adenovirus producidos en dichas células de producción. 25

Con respecto a las realizaciones caracterizadas en esta memoria descriptiva, en particular en las reivindicaciones, 
se pretende que cada realización mencionada en una reivindicación dependiente se combine con cada realización 
de cada reivindicación (independiente o dependiente) de la que depende dicha reivindicación dependiente. Por 
ejemplo, en el caso de una reivindicación independiente 1 que menciona 3 alternativas A, B y C, una reivindicación 
dependiente 2 que menciona 3 alternativas D, E y F y una reivindicación 3 que depende de las reivindicaciones 1 y 2 30
y que menciona 3 alternativas G, H y I, ha de entenderse que la memoria descriptiva da a conocer inequívocamente 
realizaciones correspondientes a las combinaciones A, D, G; A, D, H; A, D, I; A, E, G; A, E, H; A, E, I; A, F, G; A, F, 
H; A, F, I; B, D, G; B, D, H; B, D, I; B, E, G; B, E, H; B, E, I; B, F, G; B, F, H; B, F, I; C, D, G; C, D, H; C, D, I; C, E, G; 
C, E, H; C, E, I; C, F, G; C, F, H; C, F, I, a menos que se mencione específicamente otra cosa. 

De manera similar, y también en los casos en los que las reivindicaciones independientes y/o dependientes no 35
mencionan alternativas, se entiende que si las reivindicaciones dependientes se refieren otra vez a una pluralidad de 
reivindicaciones precedentes, se considera que se da a conocer explícitamente cualquier combinación de materia 
cubierta de ese modo. Por ejemplo, en el caso de una reivindicación independiente 1, una reivindicación 
dependiente 2 que se refiere otra vez a la reivindicación 1 y una reivindicación dependiente 3 que se refiere otra vez 
a ambas reivindicaciones 2 y 1, se deduce que la combinación de la materia de las reivindicaciones 3 y 1 se da a 40
conocer de manera clara e inequívoca ya que es la combinación de la materia de las reivindicaciones 3, 2 y 1. En el 
caso de que esté presente una reivindicación dependiente 4 adicional que se refiere a una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3, se deduce que la combinación de la materia de las reivindicaciones 4 y 1, de las 
reivindicaciones 4, 2 y 1, de las reivindicaciones 4, 3 y 1, así como de las reivindicaciones 4, 3, 2 y 1 se da a conocer 
de manera clara e inequívoca. 45

La figura muestra:

Figura 1: En las figuras 1A-D se muestra una representación esquemática que incluye mapas de vectores para la 
construcción de un genoma de adenovirus tipo 19a recombinante que alberga un casete de expresión de GFP con o 
sin un promotor heterólogo en el sentido de 5’ de su secuencia codificante de pIX de Ad19a respectiva. 

Los ejemplos ilustran la invención:50

Ejemplo 1: Construcción de BAC de adenovirus tipo 19a recombinantes usando recombinación específica de sitio en 
E. coli que expresa Flp recombinasa 

Para la construcción de un genoma de adenovirus tipo 19a humano recombinante , se combinaron un primer ácido 
nucleico de Ad19a pDonorSir19aGFP que contenía un casete de expresión de GFP (pDonorSir19aGFP (SEQ ID 
NO.: 1), y la molécula de ácido nucleico de Ad19a aceptor pBACSir19a_SV40 (SEQ ID NO.: 2), y se hicieron 55
reaccionar en células E. coli DH10B que albergaban pBACSir19a-_SV40 y el plásmido pCP20 para la expresión 
condicional de recombinasa FLP. Se introdujo el plásmido pDonorSir19aGFP en las células E. coli DH10B por medio 
de electroporación usando un protocolo convencional. Se mantuvo la molécula de ácido nucleico Ad19a 
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pBACSir19a_SV40 en E. coli DH10B (o cepas derivadas de E. coli K12 equivalentes que carecen del factor F) que 
albergaba un sistema de expresión condicional para Flp. En este caso, en el ejemplo 1, las células DH10B 
albergaban el BAC de adenovirus tipo 19a pBACSir19a_SV40, y la Flp recombinasa la proporcionó el plásmido 
pCP20, cuya replicación está controlada por un origen de replicación sensible a la temperatura. Se mantuvieron las 
células DH10B que albergaban pBACSir19a_SV40 y el pCP20 a 30ºC en presencia de ampicilina (50 g/ml) y 5
cloramfenicol (25 g/ml). A continuación, se electrotransformaron estas células DH10B con pDonorSir19aGFP y se 
cultivaron durante 60 minutos a 42ºC en ausencia de cualquier antibiótico. La Flp expresada indujo recombinación 
específica de sitio entre los sitios FRT presentes en pDonorSir19aGFP y pBACSir19a_SV40, respectivamente. Al 
mismo tiempo, también comenzó la eliminación de la expresión de Flp, puesto que pCP20 no puede replicarse en E. 
coli a temperatura elevada. Se sembró en placas el cultivo transformado sobre placas de agar que contenían 10
kanamicina (25 g/ml) y cloramfenicol (25 g/ml) como agentes de selección. En estas condiciones se seleccionaron 
E. coli que contenían BAC de adenovirus tipo 19a recombinantes recombinados (pRAB19aGFP_SV40 SEQ ID NO.: 
3) en las que al menos un plásmido pDonorSir19aGFP se había recombinado con pBACSir19a_SV40. Se aisló ADN 
de cultivos en crecimiento de células DH10B y se analizó la integridad de los productos de reacción mediante 
digestión por restricción con KpnI. Todos los productos de recombinación analizados contenían una copia de una 15
secuencia de vector de Ad19a contigua flanqueada por las ITR de Ad19a (datos no mostrados). En la figura 1A se 
muestra una representación esquemática y mapas de vectores para la construcción de un genoma de adenovirus 
tipo 19a recombinante que alberga un casete de expresión de GFP y un promotor de SV40 heterólogo.

Ejemplo 2: Reconstitución de y producción de vectores de adenovirus tipo 19a humanos recombinantes en células 
293 20

Se aisló ADN de cultivos de células DH10B que contenían el pRAB19aGFP_SV40 y se purificó de cultivos durante la 
noche de E. coli saturados (100 ml) en medio LB usando un kit para la preparación de plásmidos. En este caso, se 
usó el kit Nucleobond PC-100 de Machereyand Nagel, Alemania según las recomendaciones del fabricante. Para la 
reconstitución de virus, se trató ADN de pRAB19aGFP_SV40 purificado con 10 U de Pacl por g de ADN durante 
2 h según las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se purificó el ADN digerido con Pacl usando fenol-25
cloroformo según protocolos convencionales antes de la transfección en células 293. Brevemente, se digirieron 
10 g ADN de pRAB19a en un volumen de 100 l durante 1,5 h a 37ºC en un baño de agua. Posteriormente, se 
añadieron 50 l de fenol/cloroformo (mezcla 1:1) al tubo de reacción (tamaño de copa Eppendorff 1,5 ml, Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania) y se agitaron con vórtex durante 20 s. En este caso, se usó el agitador con vórtex MS-3 
básico (IKAIKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania). Se centrifugó el tubo en una centrífuga de sobremesa 30
a velocidad máxima (20000 x g) durante 5 min a temperatura ambiente y se transfirieron 80 l de la fase superior 
acuosa a un tubo nuevo y se añadieron 10 l de NaAc 3 M (pH 4,5) y 200 l de EtOH. Todos los reactivos y 
productos químicos se adquirieron de CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe. Se mezcló el tubo con las puntas 
de los dedos hasta que el ADN precipitado se hizo visible. Además, se incubó el tubo durante 5 min a temperatura 
ambiente y se sedimentó el ADN en una centrífuga de sobremesa a velocidad máxima durante 15 min a temperatura 35
ambiente. Se retiró cuantitativamente el sobrenadante y se disolvió el sedimento inmediatamente en 20 l de agua 
desionizada estéril. 

Se transfectaron células HEK-293 sembradas en placa en DMEM (PAA) + FCS al 10% + L-glutamina 2 mM + PS al 
1% (medios de cultivo convencionales) en placas de 6 pocillos el día anterior, con el ADN adenoviral usando 
JetPEI® (Poliplus, Illkirch Cedex, Francia) según las directrices del fabricante y se incubaron durante 3 días a 37ºC. 40

Entonces se desprendieron las células por lavado usando medios de cultivo convencionales, se centrifugaron 
durante 5 min a 100 g y se resuspendieron en 400 l de medios de cultivo convencionales. Se liberaron las 
partículas virales mediante 3 rondas de congelación-descongelación. Brevemente, se congeló la suspensión celular 
en nitrógeno líquido durante 2 min hasta que la suspensión se solidificó y luego se descongeló en un baño de agua a 
37ºC durante 2 min. Se repitió este procedimiento 3 veces y se eliminaron los residuos celulares mediante 45
centrifugación a 3500 g durante 10 minutos a 4ºC. 

Entonces se infectaron células HEK-293 nuevas sembradas en placa el día anterior en placas de 6 pocillos con el 
lisado celular resultante y se incubaron a 37ºC. Cuando las células eran confluentes se expandieron de placas de 6 
pocillos a placas de 10 cm. Se cultivaron las células infectadas hasta que se completó el efecto citopático (CPE). Se 
realizó la recogida tal como se describió anteriormente. Se resuspendió el sedimento celular en 1000 l de medios 50
de cultivo. Posteriormente, se realizaron 3 rondas de congelación-descongelación tal como se describió 
anteriormente. 

Se sembraron 5E+06 células HEK293 en una placa de 15 cm y se infectaron el día siguiente con 150 l del inóculo 
de virus recibido de la segunda placa de 6 pocillos. Se realizó la recogida cuando el cpe casi se completó. 
Finalmente se recogieron las células tal como se describió anteriormente y se resuspendió el sedimento celular en 55
400 l de medios de cultivo. Se determinó el título del vector de adenovirus Ad19a humano recombinante obtenido 
que expresaba GFP (hAd19aGFP_SV40) como unidades de formación de fluorescencia (UI) 48 h tras haberse 
infectado células 293 con diluciones limitadas con adenovirus purificado. Se determinó el título genómico en
genomas de vector por medio de QPCR por consiguiente. El título fue de 1,36E+08 UI/ml y el rendimiento de 
6,79E+07 UI en total.60
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Ejemplo 3: Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre la reconstitución de virus

Se construyeron una serie de genomas de vector de adenovirus Ad19a humano recombinante que contenían un 
casete de expresión para GFP aplicando el mismo método descrito en el ejemplo 1. El primer genoma de vector de 
adenovirus recombinante contenía un promotor de pIX de adenovirus tipo 5 humano heterólogo en el sentido de 5’ 
de la secuencia codificante de pIX y un casete de expresión de GFP (pRAB_pRAB19aGFP_5pIX, SEQ ID NO.: 4). 5
Se construyó este vector combinando el plásmido donador pDonorSir19aGFP_5pIX (SEQ ID NO.: 5) y el vector 
aceptor pBACSir19aGFP (SEQ ID NO.: 7). El segundo genoma de vector de adenovirus recombinante contenía un 
promotor de SV40 heterólogo en el sentido de 5’ de la secuencia codificante de pIX y un casete de expresión de 
GFP (pRAB_pRAB19aGFP_SV40 (SEQ ID NO.: 3)). Se construyó este vector combinando el plásmido donador 
pDonorSir19aGFP (SEQ ID NO.: 1) y el vector aceptor pBACSir19a_SV40 (SEQ ID NO.: 2) que contenía una 10
secuencia de promotor de SV40 en el sentido de 5’ de la secuencia codificante de pIX. El tercer genoma de vector 
de adenovirus recombinante no contenía un promotor heterólogo en el sentido de 5’ de la secuencia codificante de 
pIX (pRAB19aGFP, SEQ ID NO.: 7). Se construyó este vector combinando el plásmido donador pDonorSir19aGFP y 
el vector aceptor pBACSir19a (SEQ ID NO.: 6). El cuarto genoma de vector de adenovirus recombinante contenía 
tanto el promotor de pIX de adenovirus tipo 5 como el promotor de SV40 en el sentido de 5’ de la secuencia 15
codificante de pIX pRAB19aGFP_p5IX+SV40 (SEQ ID NO.: 8). Se construyó este vector combinando el plásmido 
donador pDonorSir19aGFP_5pIX (SEQ ID NO.: 5) y el vector aceptor pBACSir19a_SV40 (SEQ ID NO.: 2). En las 
figuras 1A-D se muestra una representación esquemática que incluye mapas de vector para la construcción de un 
genoma de adenovirus tipo 19a recombinante que alberga un casete de expresión de GFP con o sin un promotor 
heterólogo en el sentido de 5’ de su secuencia codificante de pIX de Ad19a respectiva. 20

Posteriormente, se reconstituyeron los cuatro genomas de vector de adenovirus tipo 19a recombinante y se 
produjeron en células 293 según el método proporcionado en el ejemplo 2. Para definir el efecto de la presencia de 
promotores heterólogos en el sentido de 5’ del marco de lectura abierto de pIX sobre la reconstitución, se recogieron 
todos los vectores en el mismo punto de tiempo independientemente del estado de cpe. Se usaron 300 l del lisado 
de 6 pocillos para transducir 5E+06 células sembradas en placas de 15 cm. Cuando las células eran confluentes, se25
realizó una división 1:2. El rendimiento total de vectores de adenovirus recombinantes era dependiente de la 
presencia de promotores heterólogos, y aumentó en 39 veces para el adenovirus con el promotor de 5pIX+SV40 
combinado (hAd19aGFP_5pIX+SV40) en comparación con el vector de adenovirus sin ningún promotor 
hAd19aGFP_delta. El rendimiento de adenovirus con el promotor de SV40 sólo hAd19aGFP_SV40 aumentó 22 
veces con respecto a hAd19aGFP_delta, y el rendimiento del vector de adenovirus con el promotor de 5pIX 30
hAd19aGFP_5pIX aumentó 13 veces con respecto a hAd19aGFP_delta (tabla 1). Los vectores de serotipo de 
adenovirus 19a contenían todos una secuencia de promotor de pIX endógena mínima.

Tabla 1 Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre la reconstitución de virus

Virus Promotor Título (ifu/ml) ifu total
Factor en relación a sin 

promotor
hAd19aGFP_5pIX+SV40 SV40 + 5pIX 1,97E+09 1,57E+09 38,88

hAd19aGFP_delta sin promotor 5,06E+07 4,04E+07 1,00
hAd19aGFP_5pIX 5pIX 6,76E+08 5,41E+08 13,37
hAd19aGFP_SV40 SV40 1,10E+09 8,81E+08 21,79

Tabla 1: La duración hasta que se recogió el 2º rescate fue de 6 días. Se sembraron las células en placas de 15 cm 
a 5,00E+06 y se usó un inóculo de 300 l por placa de 15 cm. La duración para la amplificación de virus sobre la 35
placa de 15 cm hasta que se completó el cpe fue de 6 días con cpe parcial en todas las placas observado para todos 
los constructos virales. Las placas de 15 cm se dividieron 1:2 y la duración total del experimento fue de 15 días.

Ejemplo 4: Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre la amplificación de virus

Para definir el efecto de la elección del promotor sobre la amplificación de virus, se produjeron los vectores de 
adenovirus descritos en el ejemplo 3 en HEK293 del mismo modo que se describe allí pero se realizó la recogida 40
cuando todas las células mostraron cpe completo, lo que dio como resultado diversos tiempos de recogida. El efecto 
de mejora del promotor de SV40 en hAd19aGFP_SV40 y hAd19aGFP_5pIX+SV40 en comparación con 
hAd19aGFP_delta fue de 2,69 para la presencia de promotor de SV40 solo, y de 2,44 veces para el promotor de 
SV40 en combinación con el promotor de 5plX. Se recogieron hAd19aGFP_5plX+SV40 y hAd19aGFP_SV40 tras 2 
días, se recogió hAd19aGFP_delta tras 5 días (tabla 2).45

Tabla 2 Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre la amplificación de virus

Virus Promotor

Duración de la 
amplificación de virus 
sobre placa de 15 cm 
hasta que se completó 

el cpe

Duración 
total

Título 
(ifu/ml)

ifu total
Factor en 
relación a 

sin promotor

hAd19aGFP_ SV40 + 2 días 13 días 1,23E+08 6,16E+ 07 2,44
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5pIX+SV40 5pIX

hAd19aGFP_
delta

sin 
promotor

5 días 16 días 5,06E+07 2,53E+ 07 1,00

hAd19aGFP_
SV40

SV40 2 días 13 días 1,36E+08 6,79E+ 07 2,69

Tabla 2: La duración hasta que se recogió el 2º rescate fue de 8 días. Se sembraron las células en placas de 15 cm 
a 5,00E+06 y se usó un inóculo de 250 l por placa de 15 cm. Se observó cpe completo en todas las placas para 
todos los constructos virales. Las placas de 15 cm no se dividieron.

Ejemplo 5: Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre el rendimiento de virus tras la 
inoculación con una cantidad de virus definida5

Para simular una producción discontinua de virus, se sembraron 2,5E+06 células HEK293 en placas de 15 cm y se 
inocularon con los vectores hAd19aGFP_delta, hAd19aGFP_5pIX, hAd19aGFP_SV40, hAd19aGFP_5plX+SV40 con 
una cantidad definida de partículas virales infecciosas. Se usó una multiplicidad de infección de 5 (MOI). Se realizó 
la recogida en el punto de tiempo en el que las células mostraron un CPE asociado con el redondeado de las células 
y el comienzo del desprendimiento celular. Por consiguiente, se recogieron hAd19aGFP_5plX+SV40 y 10
hAd19aGFP_SV40 4 días tras la inoculación, y los virus hAd19aGFP_delta y hAd19aGFP_5plX se recogieron tras 5 
días con cpe sólo parcialmente completo. El rendimiento total de virus recombinante aumentó en presencia del 
promotor heterólogo 5pIX+SV40 en 2,26 veces en comparación con el promotor de hAd19aGFP_delta. El 
hAd19aGFP_5plX dio como resultado un aumento menos significativo de 1,89 seguido por un aumento de 1,59 del 
promotor de hAd19aGFP_SV40 (tabla 3a). El rendimiento total de partículas de virus recombinantes aumentó en 15
presencia del promotor heterólogo 5pIX+SV40 en 6,89 veces en comparación con el promotor de hAd19aGFP_delta. 
El hAd19aGFP_5plX dio como resultado un aumento menos significativo de 6,17 veces seguido por un aumento de 
6 veces del promotor de hAd19aGFP_SV40 (tabla 3b).

Tabla 3 Efecto de la elección del promotor para la expresión de pIX sobre el rendimiento de virus tras la 
amplificación de virus definida20

Virus Promotor

Células 
sembradas 

en placa 
de 15 cm

Duración de la 
amplificación de virus 
sobre placa de 15 cm 

hasta que se completó el 
cpe

Título 
(ifu/ml)

ifu total

Factor en 
relación a 

sin promotor

hAd19aGFP_
5pIX+ SV40

SV40 + 
5pIX

2,50E+06 4 días 1,93E+08 7,71E+07 2,26

hAd19aGFP_
delta

sin 
promotor

2,50E+06 5 días 8,53E+07 3,41E+07 1,00

hAd19aGFP_
5pIX

5pIX 2,50E+06 5 días 1,61E+08 6,45E+07 1,89

hAd19aGFP_
SV40

SV40 2,50E+06 4 días 1,36E+08 5,44E+07 1,59

Tabla 3a: Se sembraron las células en placas de 15 cm a 2,50E+06 y se usó un volumen de inóculo de MOI5 por 
placa de 15 cm. Se observó cpe parcial en las placas para todos los constructos virales, excepto para el constructo 
hAd19aGFP_5plX+SV40 que mostró cpe completo. Las placas de 15 cm no se dividieron.

Virus Promotor

Células 
sembradas en 

placa de 15 
cm

Duración de la 
amplificación de virus 
sobre placa de 15 cm 

hasta que se completó el 
cpe

vg/ml

Factor de 
aumento de vg 
en relación a 
sin promotor

hAd19aGFP_
5pIX+SV40

SV40 + 5pIX 2,50E+06 4 días 8,13E+10 6,89

hAd19aGFP_
delta

sin promotor 2,50E+06 5 días 1,18E+10 1

hAd19aGFP_
5pIX

5pIX 2,50E+06 5 días 7,28E+10 6,17

hAd19aGFP_
SV40

SV40 2,50E+06 4 días 7,09E+10 6,00

Tabla 3b: Se sembraron las células en placas de 15 cm a 2,50E+06 y se usó un volumen de inóculo de MOI5 por 
placa de 15 cm. Se observó cpe parcial en las placas para todos los constructos virales, excepto para el constructo 25
hAd19aGFP_5plX+SV40 que mostró cpe completo. Las placas de 15 cm no se dividieron.
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REIVINDICACIONES

1. Método para aumentar el rendimiento de adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una 
deleción parcial en la región E1, en el que dichos adenovirus se generan en una célula de producción, 
comprendiendo el método las etapas de:

(a) expresar en dicha célula de producción un polipéptido pIX adenoviral a partir de una secuencia de ácido 5
nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral bajo el control de al menos un promotor de pIX 
endógeno mínimo y un promotor heterólogo, en el que dicha secuencia de ácido nucleico que codifica para 
dicho polipéptido pIX adenoviral es parte del genoma adenoviral; y

(b) expresar en dicha célula de producción los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de 
dichos adenovirus a partir de secuencias codificantes correspondientes,10

aumentando de ese modo el rendimiento de dichos adenovirus generados en dicha célula de producción en 
comparación con el rendimiento de adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una 
deleción parcial en la región E1 generados en dicha célula de producción en ausencia de dicha secuencia 
de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral, en el que el adenovirus es un 
adenovirus humano del subgrupo D. 15

2. Método para la construcción de una biblioteca de adenovirus de replicación no competente, en el que los 
adenovirus tienen al menos una deleción parcial en la región E1, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una o más secuencias de ácido nucleico en forma expresable que comprenden al menos
dos genomas adenovirales parciales, comprendiendo además cada genoma adenoviral parcial al menos un 
transgén, en el que los al menos dos genomas de adenovirus parciales y/o los dos transgenes difieren entre 20
sí;

(b) introducir las una o más secuencias de ácido nucleico de la etapa (a) en células de producción que 
comprenden una o más secuencias de ácido nucleico en forma expresable que comprenden un genoma 
adenoviral parcial que complementa cada genoma adenoviral parcial comprendido por las una o más 
secuencias de ácido nucleico de la etapa (a) mediante transfección, en el que cada genoma adenoviral 25
complementado codifica para los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de dichos 
adenovirus diferentes y comprende la secuencia codificante para un polipéptido pIX adenoviral bajo el 
control de al menos un promotor de pIX endógeno mínimo y un promotor heterólogo,

en el que dicha secuencia de ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral es parte de
los genomas adenovirales parciales; y30

(c) cultivar las células de producción en condiciones adecuadas para el ensamblaje y la producción de
dichos adenovirus diferentes,

construyendo de ese modo dicha biblioteca de adenovirus de replicación no competente, en el que los 
adenovirus son adenovirus humanos del subgrupo D. 

3. Método según la reivindicación 1, en el que una o más de dichas secuencias codificantes de la etapa (b) se 35
introducen en la célula de producción para la expresión

(a) mediante transducción usando los adenovirus de replicación no competente que tienen al menos una 
deleción parcial en la región E1 que van a producirse en la célula; o

(b) mediante transfección. 

4. Método según la reivindicación 1 ó 3, en el que el adenovirus del subgrupo D es de serotipo 19a. 40

5. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 ó 4, que comprende además la etapa de evaluar 
el nivel de expresión de dicha proteína pIX en la célula de producción y/o el aumento en el rendimiento de
dichos adenovirus. 

6. Célula de producción para generar adenovirus humanos de replicación no competente del subgrupo D con
la excepción del serotipo 19a que tienen al menos una deleción parcial en la región E1, que comprende45
secuencias de nucleótidos que codifican para un polipéptido pIX adenoviral bajo el control de

(a) al menos un promotor de pIX mínimo endógeno y un promotor heterólogo, en el que dicha secuencia de 
ácido nucleico que codifica para dicho polipéptido pIX adenoviral es parte del genoma adenoviral; y

(b) secuencias codificantes para los elementos necesarios para la producción y el ensamblaje de dichos 
adenovirus del subgrupo D. 50
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7. Método según la reivindicación 1, 3 ó 5 o célula de producción según la reivindicación 6, en el que el 
adenovirus del subgrupo D se selecciona del grupo que consiste en los serotipos 8, 9, 13, 15, 17, 19, 20, 22 
a 25, 27 a 30, 32, 33, 36 a 39, 42 a 49 y 51. 

8. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 ó 7 o célula de producción según la 
reivindicación 6 ó 7, en el que la célula de producción se selecciona del grupo que consiste en una célula 5
de producción HEK293, una célula de producción Per.C6, una célula CAP, una célula de producción GH329 
y una célula de producción pTG6559. 

9. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 u 8 o célula de producción según una 
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el promotor heterólogo

(a) es un promotor de pIX mínimo heterólogo; o10

(b) se selecciona del grupo que consiste en un promotor viral, un promotor celular, promotor sintético y un 
promotor híbrido. 

10. Método según la reivindicación 9 o célula de producción según la reivindicación 9, en el que el promotor de 
pIX mínimo heterólogo de (a) se origina a partir de un adenovirus serotipo 5 humano. 

11. Método según la reivindicación 9 o célula de producción según la reivindicación 9, en el que el promotor 15
heterólogo de (b) se selecciona del grupo que consiste en CAG, CMV, PKG, SV40, EF1alfa y RSV. 

12. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y 7 a 11 o célula de producción según una 
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en el que la secuencia codificante para dicho polipéptido pIX 
adenoviral está bajo el control de un promotor heterólogo adicional.

20
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